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1  HISTORICO DE MALHA E FREQUENCIA AMOSTRAL

O histérico de malha e frequéncia amostrais do Programa de Monitoramento da Biodiversidade
Aquética da Area Ambiental | (PMBA/Fest) abrange informagdes de suma importancia para o
balizamento do presente programa, uma vez que passou por modifica¢cdes ao longo do tempo, visando
melhor atender aos objetivos do PMBA/Fest. Estas alteragGes foram aprovadas pela Camara Técnica
da Biodiversidade (CTBio) por meio de: (1) oficio SEI n° 1/2020-CTBio/DIBIO/ICMBIo, de outubro de
2019 (para o periodo de transicdo) e (2) Proposta Técnica de continuacdo do monitoramento,

apresentada no primeiro semestre de 2022 visando o “Novo Ciclo do PMBA/Fest”.

As modificagbes implementadas se encontram nos seguintes Materiais Suplementares: 1) MS - Malha
e frequéncia amostrais, onde as diferentes malhas e frequéncias amostrais sdo apresentadas nas

abas “Ano 17, “Transi¢ao”, “Novo Ciclo” e “Histérico Frequéncias” e 2) MS — Mapas das malhas
amostrais, com a espacializacdo referente as malhas amostrais dos Ambientes. Como forma de
esclarecer os periodos contemplados em cada uma delas, “Ano 1” se refere as estagdes amostrais
coletadas entre setembro de 2018 e setembro de 2019, “Transi¢ao” as estacdes entre outubro de 2019

e julho de 2022 e “Novo Ciclo” referente as estagbes amostrais coletadas a partir de agosto de 2022.

2 METODOLOGIA

A metodologia apresentada contempla o escopo em vigéncia no momento de entrega deste relatério,
ou seja, as amostragens e andlises previstas para o Novo Ciclo do Programa de Monitoramento da
Biodiversidade Aquética — PMBA submetidas & Fundacdo Renova através do FORMULARIO DE
APRESENTACAO DE PLANO DE TRABALHO em 31 de agosto de 2022. Ap6s a descricdo da
metodologia implementada, serd apresentado um breve descritivo sobre as modifica¢des
metodolégicas (pardmetros, andlise de pardmetros ou grupo de parametros, dentre outros) que
ocorreram ao longo da evolucao do PMBA/Fest a fim de determinar os indicadores.

2.1 COLETA E PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

As amostras do fitoplancton e do bacterioplancton na area de estudo do Programa de Monitoramento
da Biodiversidade Aquatica da Area Ambiental (PMBA/Fest), foram coletadas em superficie e proximo
do fundo conjuntamente com as amostragens para determinacdo das variaveis fisico-quimicas. As
amostragens quantitativas dos componentes do fitoplancton e bacterioplancton foram realizadas nestas
duas profundidades por meio de garrafa oceanografica e fixadas com distintas solu¢des a fim de
atender diferentes tipos de analises. Para analises do fitoplancton em microscopia, as amostras foram
fixadas com solugédo formalina (2-4%) neutralizada com hexametilenotetramina enquanto para analises
do pico (auto e heterotréfico) por citometria de fluxo as amostras foram fixadas em glutaraldeido 0,5%
por 15 minutos a temperatura ambiente e imediatamente congeladas em N-liquido até o0 momento da

analise. As amostras para analise qualitativa do fitoplancton foram coletadas por meio de arrastos

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 3
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verticais de rede de plancton com malha de 20um de abertura, a baixa velocidade, na superficie das

estacBes amostrais e fixadas com solucao formalina entre 2-4%.

2.2  ANALISE
2.2.1 Material fitoplanctoénico

As analises qualitativas foram realizadas em microscépios biolégicos épticos, equipados com camera
fotografica para registros de imagens e ocular com reticulo de medicéo calibrado. Os organismos foram
registrados, analisando-se as suas caracteristicas morfologicas e morfométricas, identificados por meio
de bibliografia especializada classica (e.g. TOMAS, 1997; SOURNIA, 1986; CHRETIENNOT-DINNET,
1990) e recentes. Os nomes cientificos dos taxons registrados nas amostras foram padronizados por
meio do banco de dados internacional Algaebase (http://www.algaebase.org/). A analise qualitativa da
fracdo do picoplancton (0,2 a 2um), foi realizada por meio (i) da citometria de fluxo multiparamétrica
que caracteriza, principalmente, picocianobactérias dos géneros Prochlorococcus e Synechococcus
pelos sinais de espalhamento de luz e fluorescéncia (MARIE et al. 2014) e (ii) por sequenciamento
génico. O sequenciamento génico foi utilizado em duas abordagens: (i) para acessar a diversidade
taxonémica da comunidade fitoplanctdénica em amostras selecionadas da malha amostral, pela técnica
de metabarcoding com sequenciamento de alto rendimento (NGS) e (ii) para resolver a identificacéo
de taxons cripticos que sejam dificeis de caracterizar morfologicamente, de qualquer fragdo de
tamanho, através de sequenciamento tradicional Sanger. Esta segunda abordagem subsidiard as
analises de taxonomia classica de parte do nano- e do microfitoplancton.

A contagem do fitoplancton (fragdo nano- e microfitoplancton) foi realizada utilizando-se camara de
sedimentagdo de Utermohl (1958) em microscopio invertido, apés um tempo minimo de 24 horas de
sedimentagdo conforme Lund, Kipling e Le Cren (1958). Os resultados foram expressos em organismos
por mL e convertidos em organismos por litros (abundancia ou densidade de organismos), conforme
Equacéo 1:

N=nxAax1lV (Equacéo 1)
Onde:
N = Numero de organismos por mL
n = nimero de organismos contados
a = Area contada
A = Area total da cAmara
V = Volume total sedimentado

Durante a andlise quantitativa em microscopio invertido, o fitoplancton foi classificado em duas fracdes

de tamanho: nanofitoplancton (2 a 20 um) e microfitoplancton (maior que 20 um).

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 4
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2.2.2 Citometriade fluxo

Para as andlises por citometria de fluxo, logo apés a coleta cada amostra foi fixada com glutaraldeido
na concentracao final de 0,5%, em criotubos rotulados de 2mL, em duplicata, incubados por 15 minutos
no escuro a temperatura ambiente. Em seguida, os criotubos foram armazenados em nitrogénio liquido.
Na chegada ao laboratério as amostras foram estocadas em ultra-freezer (-80°C) até o momento de

serem analisadas.

As fragbes do pico-, nano- e parte do microplancton mais abundantes foram analisadas quantificadas
por citometria de fluxo multiparamétrica em um citdbmetro de fluxo Cytoflex (Beckman Coulter) equipado
com lasers violeta Fitoplancton 261 (405nm), azul (488nm) e vermelho (628nm). As amostras
armazenadas em nitrogénio liquido foram descongeladas a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A
fracdo autotrdéfica (cianobactérias e eucariotos unicelulares clorofilados) foi analisada de acordo com
DUBELAR & JONKER (2000) e MARIE et al. (2014). O limiar de deteccéo (threshold) foi aplicado ao
sinal de fluorescéncia vermelha emitida pela clorofila (canal FL3-H). Amostras foram aspiradas a uma
velocidade entre 50 e 100 yL min- por 1 a 5 minutos. Foram coletados sinais de luz espalhada (FSC-
H e SSC-H), de fluorescéncia da clorofila, e dos pigmentos acessorios ficoeritrina e ficocianina, nos

sensores correspondentes aos picos de emisséo destes pigmentos.

A fracdo heterotrofica (bactérias e eucariotos unicelulares) foi analisada de acordo com MARIE et al.
(1997). Aliquotas de 180uL foram coradas com 20uL do fluorocromo para acidos nucleicos SYBR
Green | (Thermo Scientific, referéncia S-7567) diluido 1000 vezes do original. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 15 min. Esferas fluorescentes de poliestireno de 1um foram
adicionadas como controle interno e entdo analisadas por citometria de fluxo. O limiar de deteccéo foi
aplicado ao sinal de fluorescéncia verde emitida pelo fluorocromo (canal FL1-H). Amostras foram
aspiradas a uma velocidade entre 20 e 50 yL min-1 por 1 a 2 min. Foram coletados os sinais de luz
espalhada (FSC-H e SSC-H) e os sinais de fluorescéncia do SYBR Green | e pigmentos fotossintéticos.
Para o processamento dos dados citométricos, os arquivos gerados pelo citbmetro de fluxo no formato
FCS foram analisados no programa CytExpert (Beckman Coulter, Brea, CA), para delimitacdo de

populacdes alvo e célculos de concentracédo de células.

2.2.3 Caracterizacdo molecular

Parte da agua coletada com garrafa oceanogréfica, em estacdes amostrais selecionadas, foi filtrada a
bordo para obtencdo do material para caracterizacdo molecular pela abordagem de metabarcoding.
Para cada profundidade (superficie e a 1m do fundo) foram utilizados dois filtros de policarbonato, de
0,4 e 10um. Foram filtrados 1L por, no maximo, 15 min. em cada filtro. Os filtros foram armazenados
em criotubos e mantidos em nitrogénio liquido. No laboratério os criotubos foram transferidos para

freezer (-80°C) até o processamento.

A técnica de metabarcoding sera aplicada através da amplificagédo de regifes dos genes ribossomais
16S rDNA (16S-V4, PARADA et al. 2016) e 18S rDNA (18S-V8V9, DE VARGAS et al. 2015) para a

caracterizacdo taxondmica das comunidades do bacterioplancton e fitoplancton, respectivamente. Vale

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 5
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ressaltar que cianobactérias, procariontes que compde o fitoplancton, sdo detectadas e caractérizadas
junto ao bacterioplancton. As reacfes de sequenciamento seréo realizadas por empresa especializada
utilizando técnicas de sequenciamento de alto rendimento (Next Generation Sequencing, NGS,
plataforma lllumina), com a geracéo de 50.000 a 100.000 sequéncias/amostra. Esta cobertura permitira
uma caracterizacéo abrangente das comunidades plancténicas estudadas (CARPORASO et al. 2012).
A remocéo de artefatos de sequenciamento serd realizada com o software DADA2 (CALLAHAN et al.
2016) e a identificagdo taxondmica das sequéncias serd realizada por andlises de consenso de
similaridade com os bancos de dados Silva 132 (QUAST et al. 2012) e PhytoRef/PR2 (DECELLE et al.
2015). O sequenciamento de Sanger sera utilizado para identificacdo no nivel de espécie de
organismos de interesse ecoldgico (ex. alta abundancia observada em amostras de interesse,
potenciais indicadores de impacto, organismos mantidos em cultivo) e de dificil classificagcao
morfolégica (cripticas e/ou de pequeno tamanho). Essa identificacdo serd realizada através do
sequenciamento completo dos genes ribossomais 16S rDNA, para cianobactérias (SALOMON et al.
2003) e 18S rDNA, para eucariotos (KLOPPER et al. 2013). A classificacdo taxondmica sera realizada
a partir de reconstrucéo filogenética, comparando as sequéncias obtidas com sequéncias de linhagens
conhecidas disponiveis no Genbank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/).

2.2.4 Analise de pigmentos clorofilianos

Para a andlise de pigmentos, aliquotas das amostras de agua do mar foram armazenadas em frascos
opacos de 2L e em seguida filtradas a bordo e ao abrigo da luz para posterior quantificacdo de
pigmentos clorofilianos. Para isso, 500 mL de agua foram filtradas em duplicatas sob um vacuo inferior
a 200 mbar sobre filtros GF/F de 47mm de didmetro montados em um sistema de filtragdo Sartorius.
Imediatamente apés a filtracdo, os filtros contendo o material particulado foram armazenados em
frascos criogénicos de 2 mL e conservados em nitrogénio liquido até posterior andlise

espectrofluorimétrica em laboratério.

Para a extrac@o dos pigmentos clorofilianos, os filtros GF/F foram retirados dos frascos criogénicos
com auxilio de pingas Millipore® e transferidos para tubos de vidro de 10mL contendo 6 mL de acetona
90% (volume final). Em seguida os mesmos foram macerados com um bastéo de vidro com a ponta
recém-quebrada e os tubos de vidro contendo os extratos acetbnicos lacrados com Parafilm® de modo
a evitar a evaporac¢do do solvente e uma consequente superestimacdo das concentracdes pigmentares.
Para a total extragdo dos pigmentos clorofilianos os tubos foram mantidos a 4 °C durante 12-16h. Apds
o0 periodo da extracdo os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3500 rpm e a fluorescéncia do
extrato medida em um espectrofluorimetro VARIAN CARY ECLIPSE®. O espectrofluorimetro foi
calibrado a partir dos padrdes de Clorofila a (Cla), e Clorofila b (Clb), Clorofilas c1+2 (Clc) e Divinil-
Clorofila a (DHI) e seus respectivos pigmentos de degradacdo tipo feopigmentos. A pureza e a
concentracdo destes pigmentos foram confirmadas por espectrofotometria. Os coeficientes especificos
de fluorescéncia de cada pigmento foram estimados por diluicdo serial da solugcdo estoque, e os
respectivos pigmentos de degradacéo tipo feopigmentos obtidos por acidificacdo conforme as
recomendac¢fes de NEVEUX & PANOUSE (1987). As concentracdes pigmentares foram calculadas
segundo método de NEVEUX & LANTOINE (1993) modificada por TENORIO et al. (2005). A resolucio

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 6
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de equac®es para obter a concentracdo dos pigmentos clorofilianos em microgramas por litro no extrato
acetonico foi realizada por meio de uma rotina desenvolvida para o programa MATLAB.

A clorofila ativa (discriminada em clorofilas a, b, c1+c2 e divinilclorofila a), que reflete o estado fisioldgico
do fitoplancton, foi calculada como uma razéo das clorofilas em relacéo ao total de clorofilas mais seus
respectivos feopigmentos, dado em porcentagem.

2.2.5 Eficiéncia fotossintética

Além da coleta de amostras para analise das comunidades do fitoplancténica e bacterioplancton foi
realizada a estimativa de eficiéncia fotossintética (diferenca entre fluorescéncia méxima e minima —
Fv/Fm), obtidas através do fluorimetro Aquaflash, e a mensuracdo da radiacao fotossinteticamente
ativa (RFA), utilizando-se um hidrorradidmetro (LiCor), acoplado a uma gaiola junto com a sonda YSI

EXO 2, realizando perfilagens conjuntas e capturando dados na mesma frequéncia (1Hz).

2.2.6 Extracdo de DNA e amplificagdo por PCR

A extracdo do DNA foi feita com o sistema comercial Dneasy® PowerWater® kit (QIAGEN) de acordo
com as instrugdes do fabricante. A quantificacdo e a avaliacdo da pureza do DNA extraido foram feitas
por espectrofotometria (Nanodrop Lite). As medidas de pureza foram as razdes entre as absorbancias
(em nm) 260/280 e 260/230. Para caracteriza¢do da diversidade do fito/bacterioplancton foi escolhida
a regido hipervariavel V3-V4 do marcador taxondmico universal, o DNAr 16S. Foram utilizados os
iniciadores 341F e 785R (KLINDWORTH et al., 2013) acrescidos dos adaptadores requeridos para o
sequenciamento na plataforma lllumina. Para a amplificacdo do DNA alvo foi utilizado o sistema
comercial UCP HiFidelity PCR Kit (QIAGEN). A reacao foi realizada em volume total de 20 pL contendo
0 DNA gendmico (10-20 ng), ambos os iniciadores (0.25 puM de cada), o 4X Master Mix UCP incluindo
a polimerase de alta fidelidade (1 mM) e agua livre de nuclease (g.s.p. 20 yL). O programa térmico
consistiu de desnaturacéo inicial a 94 oC (2 min), seguida de 35 ciclos de desnaturagéo a 94 oC (30 s),
anelamento a 55 oC (30 s) e extensdo a 72 oC (40 s), seguidos de extensao final a 72 oC (7 min). A
quantificacdo dos produtos amplificados foi feita por espectrofotometria (Nanodrop Lite). O tamanho
dos produtos foi estimado por meio de eletroforese em gel de agarose (1,5% m/v) com incluséo do

padrdo de massa molecular 100 bp DNA ladder (Promega).

2.2.7 Sequenciamento de alto desempenho

O sequenciamento serd feito em plataforma lllumina miseq conforme recomendado pelo fabricante
(NMlumina, 2014). Espera-se obter leituras pareadas de 300 pb por amostra. As comunidades serédo

caracterizadas pela propor¢do das sequéncias de cada tdxon presente nas amostras de agua.

2.2.8 Anélise de bioinforméatica

O resultado do sequenciamento sera analisado seguindo o protocolo de bioinformatica preconizado em
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) e implementado por meio do programa giime2

(BOYLEN et al., 2019). A remocéo de artefatos de sequenciamento sera realizada com o software

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 7
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DADAZ2 (CALLAHAN et al., 2016), permitindo identificar variantes bioldgicas de sequéncias (ASVs) dos
genes amplificados. Para as comunidades de procariontes, a identificacdo taxondmica das ASVs sera
realizada por similaridade (blastn) comparando com a base de dados para o gene DNAr 16S SILVA
v132, curada taxonomicamente (QUAST et al., 2013). Para as comunidades de protistas, a identificacao
taxondmica também sera feita comparativamente usando o algoritmo BLAST e as bases de dados
curadas taxonomicamente phytoREF (gene 16S plastidial, DECELLE et al., 2015) e PR2 (gene 18S
nuclear, GUILLOU et al. 2012). As sequéncias processadas serdo agrupadas por amostra e sera
construida uma tabela com as contagens de zOTUs e os metadados (feature table). As dissimilaridades
entre as amostras serao calculadas na plataforma R (CORE TEAM, R. 2018) utilizando o pacote Vegan
(OKSANEN et al., 2018) pela métrica Bray-Curtis, apds transformacgéo das propor¢des relativas da
composicao pela sua raiz quadrada. Essas distancias serdo visualizadas em um grafico ndo métrico de
escala multidimensional (hMDS). Os agrupamentos serdo testados pela andlise PERMANOVA global,
além da analise par a par com a correcao dos valores de significancia por multiplas comparacées (FDR
— False Discovery Rate) (BENJAMINI & HOCHEBERG, 1995).

2.2.9 Irradidncia

Os perfis de RFA, fragédo de radiacéo incidente (%) para cada profundidade de coleta, e o coeficiente
vertical de atenuacado da luz — Kd (KIRK, 1986) foram calculados através dos dados de RFA obtidos
pelo hidrorradibmetro e os dados de profundidade obtidos pela Sonda YSI EXO 2, utilizando-se as

formulas abaixo:

(RFA;%100)

(%) radiagio incidente = (Equacéo 2)

RFA,
Onde:

RFA, é a RFA aferida a determinada profundidade;

RFA, é a RFA aferida em subsuperficie (assim que o equipamento € imerso na agua);

Kd (RFA) = Inlo-Ln(l) (Equacéo 3)

z

Onde:
I, é a RFA aferida na subsuperficie;
Z, € a RFA aferida na profundidade para a qual se deseja calcular o Kd (RFA);

e z é a profundidade em metros (m) para a qual se deseja calcular o Kd (RFA).

2.2.10 Analise numérica

O indice de diversidade especifica (indice de Shannon) foi calculado a partir dos valores de densidade

numeérica por taxon do fitoplancton, conforme o método proposto por SHANNON e WEAVER (1963).

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 8
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Tal indice fornece uma medida do grau médio de incerteza em predizer que espécies e individuos serédo
escolhidos aleatoriamente de um total de S espécies e N individuos (DAJOZ, 1973). MARGALEF (1976)
ressalta que em comunidades naturais, os valores numéricos do indice de diversidade de Shannon-
Weaver raramente excedem em cinco. Ademais, a diversidade em comunidades fitoplancténicas esta
normalmente entre 1 e 2,5 em aguas costeiras e entre 3,5 e 4,5 em aguas oceanicas.
Complementarmente, a equabilidade dos taxons foi obtida através da expressédo de PIELOU (1977;
1966), cujos valores variam entre 0, uma comunidade totalmente desbalanceada (proporcéo de
individuos por espécie), e 1, quando todos os taxons possuem o mesmo numero de individuos. Foram
também estimados indices de diversidade com os atributos citométricos da comunidade fitoplancténica,
seguindo proposi¢éo de LI (1997). Os dados citométricos foram processados no software FlowJo para
remocao de particulas detriticas, ruido eletrénico e a populagdo de esferas de controle interno. As
estimativas de diversidade utilizardo os arquivos FCS previamente tratados, seguindo a rotina de
agrupamento de PROPS et al. (2016) no ambiente R. Os parametros de interesse para as analises de
diversidade citométrica foram: espalhamento de luz frontal e lateral (FSC-H e SSC- Fitoplancton 262
H) e os sinais de fluorescéncia dos pigmentos naturais das células (clorofila, ficoeritrina e ficocianina).
indices de diversidade e equabillidade foram calculados com os atributos citométricos de forma anéloga

a descrita acima para os indices de diversidade especifica (HILL, 1973).

Os dados foram analisados utilizando andlises univariadas (e.g. ANOVA), respeitando o pressuposto
de cada uma, para averiguar a diferenca da média de varidveis em diferentes agrupamentos, como a
setorizacdo das estacbes amostrais e agrupamentos quanto a sazonalidade. Ainda, foram utilizadas
analises de agrupamento para avaliar se 0s agrupamentos prévios supracitados foram convenientes
para a comunidade fitoplanct6nica e do bacterioplancton. Por Gltimo analises multivariadas (e.g. PCA -
Analise de Componentes Principais, RDA - Analise de Redundéancia, Particdo da Variancia), foram
utilizadas para reduzir a dimensionalidade dos dados e buscar padrfes espaciais e temporais de
distribuicdo de espécies e variacdo da comunidade fitoplancténica (LEGENDRE & LEGENDRE, 2012),
relacionando com dados provenientes de outros eixos tematicos. Todas as andlises foram realizadas
no Programa R (R CORE TEAM, 2020) e pacotes especificos para analise de comunidades, como o
vegan (OKSANEN et al., 2020).

O indice de Qualidade do Fitoplancton (IQF) foi calculado a partir dos valores de densidade total e da
clorofila ativa da comunidade fitoplanctonica. Em relagdo a densidade total foram definidas duas
categorias: as amostras que apresentaram valores <200 org.mL foram consideradas com valor
“normal’, e as que possuiram densidades acima de 200 org.mL™* retrataram um ambiente “alterado”.
Em relagéo a clorofila ativa, foi estabelecido que as amostras com percentuais 270% representaram
um ambiente sem alteragao, sendo classificado como “normal” e que aquelas com montantes inferiores
a 70% de clorofila ativa demonstraram que o ambiente foi “alterado”. A partir das classificagdes
gualitativas para cada indicador (densidade numérica e clorofila ativa), cada amostra foi categorizada
em um indice cruzando as informacdes dos dois indicadores, da seguinte forma: Se os dois indicadores
apresentassem a classificagao “alterado”, o ambiente seria classificado como “Altamente Alterado”; Se

um dos indicadores apresentasse a classificagdo normal e o outro alterado ou se so existisse um valor
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de indicador para aquela amostra e a classificacdo fosse alterada, entdo o indice foi considerado
“Moderadamente Alterado”; Nos caso em que ambos indicadores apresentassem a classificagdo
normal, ou em casos em que s6 ha dados de um indicador para aquela amostra e que estava

identificado como normal, entao seria classificado como “Normal’.

2.3 HISTORICO DE ALTERACOES E ADAPTACOES DE METODOLOGIAS

AlteracBes metodolégicas foram realizadas no tema Fitoplancton Marinho ao longo do Programa de
Monitoramento da Biodiversidade Aquatica da Area Ambiental (PMBA/Fest). A andlise do fitoplancton
por imageamento em fluxo que foi realizada para este compartimento da biota na primeira fase do tema
Fundos Recifais sera descontinuada na migracdo das analises para o tema Fitoplancton. O
imageamento em fluxo, apesar de ser uma técnica que fornece informacdes de qualidade acerca do
fitoplancton, foi descontinuado a fim de otimizar variaveis com o intuito de ampliar o esfor¢o na
integracdo da comunidade fitoplanctonica com varidveis de outros temas. Pelo mesmo motivo de
otimizagdo de andlise e integracéo com outros dados, houve a supresséo da coleta do meio da coluna
d’agua para as analises quantitativas e de pigmentos, enquanto continuou-se o procedimento de coleta
adotado para as profundidades de superficie e fundo da coluna d’agua. Ainda, houve a interrupcéo da
fixacdo de amostras qualitativas com solucdo de lugol neutro, pois observou-se que as amostras fixadas
com solucdo de formalina a 2% neutralizada com hexametilenotetramina eram suficientes para
levantamento qualitativo. A sonda YSI EXO2 passou a ser langada como unidade stand alone (sem
cabo e handheld), devido a utilizagdo do cabo aumentar o risco de incidentes, como a necessidade de

manobras para retirar cabo preso em alguma estrutura submersa e eventual dano ao equipamento.

Novas alteracBes metodoldgicas significativas ocorreram a partir da campanha de agosto de 2022
(Novo Ciclo). Analises do fitoplancton que eram realizadas no contexto do tema Fundos Recifais foram
transferidas para o tema Fitoplancton Marinho, como é o caso da citometria de fluxo e metabarcoding.
Ainda, as amostras qualitativas permaneceram sendo coletadas através de arrastos verticais, contudo,
houve uma alteracdo na malha da rede de plancton, na qual a malha de 60pm de abertura foi substituida
pela malha de 20um. Desta forma, serd possivel capturar taxons de menor tamanho e que ndo sao
retidos em malhas maiores (melhorando a anadlise qualitativa). Os pigmentos clorofilianos e seus
feopigmentos foram analisados segundo o método de extracdo por acetona e leitura em
espectofotbmetro até a campanha de maio/2022, sendo a leitura do extrato sendo lida em

espectrofluorimetro a partir desta data.

E importante destacar que todas as alteracdes realizadas ndo impactaram nem impactardo o
cumprimento das metas estabelecidas. Pelo contrario, as modificacdes visaram 0 aprimoramento

logistico e analitico dos métodos estabelecidos nos protocolos.
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3 RESULTADOS DOS INDICADORES

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos indicadores de qualidade ambiental e da
biodiversidade aquatica do Tema, os quais foram desenvolvidos pelo PMBA/Fest e obtidos ao longo do
monitoramento (setembro/2018 — setembro/2022) na &area ambiental |. Vale ressaltar que, os
indicadores aqui apresentados tém como propdsito clarificar e sintetizar a historicidade dos resultados,
interpretacdo e conclusdes do monitoramento, promovendo o acompanhamento espago-temporal da
qualidade ambiental e biodiversidade, além de configurarem importantes ferramentas de suporte a
gestores ambientais. A partir destes indicadores, pode-se identificar os impactos com relacao direta ou
indireta ao rompimento da Barragem de Fundao, em Mariana (MG).

Os indicadores do PMBA/Fest vém se consolidando ao longo de quatro anos de monitoramento, onde
seus principais resultados foram discutidos em todos os relatérios técnicos entregues até o presente,
entretanto a partir do novo modelo de relatério solicitado via oficio SEI n° 85/2022-CTBio/DIBIO/ICMBiIo,
proposto via oficio FR.2023.0214 (SEI13515133) e aprovado via oficio SElI n°4/2023-
CTBIlo/DIBIO/ICMBIo, a apresenta¢do dos resultados sera exclusivamente a partir da apresentagéo dos
indicadores, acompanhados de legenda estendida com a explicacdo de sua variacdo espaco-temporal
de forma mais direta e objetiva como se segue:

Relatério Anual 2022 — PMBA/Fest 11
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3.1 INDICE DE QUALIDADE DO FITOPLANCTON

Figura 1: indice de qualidade do fitoplancton do fitoplancton do Setor Abrolhos, Norte, Foz Norte, Foz Central, Foz Sul e APA
Costa das Algas nas campanhas amostrais realizadas no PMBA/Fest, durante o Ano 1 (outubro/2018 a setembro/2019), Ano 2
(outubro/2019 a margo/2020), Ano 3 (dezembro/2020 a setembro/2021) e Ano 4 (outubro/2021 a setembro/2022), no periodo
seco (abril a setembro) e chuvoso (outubro a margo). Entre abril/2020 e novembro/2020 ocorreu suspensao das atividades

devido a pandemia da Covid-19.
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indice de Qualidade do Fitoplancton

. Altamente alterado Moderadamente alterado . Normal

O indice de Qualidade do Fitoplancton aponta uma comunidade fitoplancténica de moderadamente a
altamente alterada e, grande parte das coletas, estando fora da normalidade, com as comunidades da
Foz sendo as mais “Altamente alteradas” e estando o indice “Normal”’, mesmo que em reduzidas
proporgdes, mais restrito aos dois primeiros anos do monitoramento e no periodo chuvoso e na ultima
estacdo seca (Ano 4) em Abrolhos. Observou-se que, ainda que o indice de qualidade ambiental
apresente uma comunidade predominantemente alterada ao longo do tempo e espaco, o indice
“Altamente alterado” apresentou um padrdo de reducdo ao longo do monitoramento em todos os
setores, com representagfes nulas, no periodo chuvoso, em Abrolhos, nos Anos 3 e 4. Com base nisso,
pode-se constatar melhora nas condi¢cdes ambientais em todos os setores, visto que nos setores
Abrolhos, APA Costa das Algas e nos da Foz, o indice moderadamente alterado apresentou
percentagens superiores a 50% a partir do Ano 3. Tal panorama pode ser devido a melhora na sadde
fisiolégica da comunidade fitoplancténica ao longo do tempo nos setores monitorados, com valores de
clorofila similares ao apresentado em periodo pré-rompimento e superando os de feopigmentos, o que
poderia pressupor que a comunidade estaria em condi¢des de estabilidade, com continuos processos
de reinicio de sucessédo da comunidade recém-perturbada, seja pelo aporte de material do Rio Doce
em periodos de maior precipitagdo, bem como pela ressuspensao dos nutrientes para a coluna d’agua
por causa de eventos de aumento de energia das ondas na regido monitorada (RRDM, 2022). Os dados
de clorofila ativa e da composi¢édo quantitativa ao longo do monitoramento, que foram marcadas pelo
aumento da contribuicéo de espécimes frageis como os da Classe dos cocolitoforideos, podem justificar

a crescente percentagem da condicdo moderadamente alterado ao longo do tempo, indicando uma
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densidade, com picos de densidades sobretudo nos setores da Foz. Ja a comunidade fitoplancténica
dos setores da Foz Norte, Foz Central e Foz Sul se encontram nas condicfes de maiores percentuais
do indice “Altamente alterada”, pois 0s organismos nessa regiao sao afetados de igual modo em fungéo
da sua proximidade com o Rio Doce, estando sob a influéncia da pluma do Rio e mais suscetiveis as
alteragcGes deletérias. Cabe mencionar que maiores percentagens do indice altamente alterado
ocorreram nos setores Norte, Ano 3, e principalmente Abrolhos nos periodos seco do Ano 1 e chuvoso
do Ano 2 demonstrando que a comunidade fitoplanctbnica ainda prossegue sob a influéncia dos
constantes distlrbios do ambiente, pois em Abrolhos, os periodos seco e chuvoso dos Anos 1 e 2,
respectivamente, foram marcados pela tempestade tropical Iba, considerada a mais intensa dos Ultimos
10 anos no litoral brasileiro (RRDM, 2022).
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3.2 DIVERSIDADE SHANNON

Figura 2: Variacéo da Diversidade de Shannon (diversidade especifica) do fitoplancton na superficie e fundo do Setor Abrolhos,

Norte, Foz Norte, Foz Central, Foz Sul e APA Costa das Algas nas campanhas amostrais realizadas no PMBA/Fest, durante o

Ano 1 (outubro/2018 a setembro/2019), Ano 2 (outubro/2019 a marg¢o/2020), Ano 3 (dezembro/2020 a setembro/2021) e Ano 4
(outubro/2021 a setembro/2022), sendo representado em branco o periodo seco e em cinza o periodo chuvoso. Entre

abril/2020 e novembro/2020 ocorreu suspenséo das atividades devido a pandemia da Covid-19.
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A diversidade de Shannon da comunidade fitoplanctbnica apresentou valores acima de 3,00

bits.organismo! em todos os setores, sendo as diversidades da comunidade do periodo chuvoso pouco
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superiores as apresentadas no periodo seco, sobretudo na Foz Norte, Foz Central e Foz Sul. Foi
possivel observar no Setor Abrolhos um padrdo de evolucdo temporal. Os maiores valores de
diversidade da comunidade ocorreram em dezembro de 2018, durante o periodo Chuvoso, em seguida
houve o declinio da diversidade fitoplanctdnica da regido até janeiro de 2021 (Periodo Chuvoso) e
posteriormente, apresentou novamente aumento em julho de 2021 (Periodo Seco) e janeiro de 2022
(Periodo Chuvoso). Nao foi observado um padréo de evolucéo temporal evidente para a diversidade
especifica no setor da Foz Central, sendo similar entre os trés primeiros anos (RRDM, 2022). Contudo,
foi observada tendéncia de variacdo temporal no Setor Foz Norte, onde os menores valores médios
ocorreram no Ano 2, quando comparados aos Anos 1, 3 e 4. No Ano 2 também ocorreu 0 aumento da
proporcdo de cianobactérias (entre outubro de 2019 e mar¢co de 2020) levando a reducdo da
diversidade local nesse periodo. JA os maiores valores de diversidade nas campanhas do periodo
chuvoso do Ano 3 pode estar correlacionado a contribuicdo das diatoméaceas entre dezembro de 2020
e margo de 2021 nessa area (FEST, 2023: Material Suplementar ASMFS2, Figuras 34 e 35). Nao foi
possivel observar tendencia evidente para a diversidade especifica no setor da Foz Sul ao longo dos
anos, mas é perceptivel notar uma tendencia entre os valores de diversidade entre os periodos, sendo
no chuvoso pouco maior que no seco, com o advento dos dados fornecidos pela amostragem do Ano
4. Cabe mencionar que maiores valores de diversidade nas campanhas do periodo chuvoso do Ano 3
também pode estar correlacionado a representatividade das diatomaceas, com notéveis contribuicdes
em fevereiro de 2021. Os setores Norte e Costa das Algas ndo apresentaram variabilidade significativa
na diversidade da comunidade fitoplanctdnica, o que pode indicar uma estabilizacdo da comunidade
fitoplanctdnica nessas regides, a excecao da reducéo da diversidade na Ultima amostragem do periodo
seco no Setor Norte no Ano 4, justificadas pelo aumento da proporcao de Synechocystis spp., da fracao

nanofitoplancténica.

4 ITENS PREVISTOS E NAO REALIZADOS: JUSTIFICATIVAS

Todas as metas previstas para o Tema Fitoplancton marinho foram cumpridas.
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